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Objectif 4 : Lister les différents procédés de contraste 
électronique ( coloration positive , coloration négative , 
autoradiographie ) 


Les procédés de contraste électro 


autoradiographie 



Le contraste 
(coloration ) 
positif 
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isparents 


A - Le contraste (coloration ) positif : 

Les atomes majeurs de la matière biologique sont transpar 
aux électrons d 'ou la nécessité d'utiliser des sels de métaux 
lourds ; l' acétate d'Uranyl , Citrate de Plomb 


B - Le contraste 


(coloratiotf ) négatif 





Le contraste négatif permét d'assombrir le fond sans colorer 


l'objet lui-même . Les stru 
en clair sur fond sdfiibre 


ctures apparaissent en « négatif » / 

Suivi de molécules intracellulaires( protéines , acides nucléiques..) 
marquées par des isotopes radioactifs . tel : le C 14 , H 3 . 
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Objectif 4 : Lister les différents procédés de contraste 
électronique (coloration positive, coloration négative, 
autoradiographie 

B - La technique de coloration négative 

'incipe du 
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Espace E-learning pour apprentissage gratuit online 


Objectif 4 : Lister les différents procédés de contraste 
électronique (coloration positive, coloration négative, 
autoradiographie 

C - La technique d' autoradiographie 




tissu 

renfermant 
une molécule 
radioactive 
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cristal 
de Br 


émission d'un 
rayonnement 0 



"roteine ayant 

incorporé un acide 
aminé marqué au . 
tritium ( 3 H) 


observation 


/ 




Les grains d'argent indiquent les régions où sont localisées les 
molécules ayant incorporé les précurseurs radioactifs. 


facadm16@gmail.com 


Participez à "Q&R rapide" pour mieux préparer vos examens 


2017/2018 


Sur: www.la-faculte.net 


Espace E-learning pour apprentissage gratuit online 


Pour utilisation Non-lucrative 


En 

chambre 

noire 



La technique d' autoradiographie 

exposition 

f AgÔJ + Br 


{ cristal d'AgEr 
gé.atine 



^ coupe de Lissu 

L isotope radioa ctif émet un rayonnement qui impressionne {'émulsion 



\ 


latrie ou grille 


révélât ton 

(S 


Ag* + e’ ^ Ag 


pooooooooooyoooooüoooqjg 

Le révélateur fournit tes électrons qui transforment Ag*- en Ag métallique 


grain d’argent 

fixation T 


r 


f- 


Le fixateur dissout tes cris taux non irradiés 


Les sels de Bromures d'argent ( AgBr) contenus dans 
l'émulsion sont réduits par le rayonnement radioactif et 
apparaissent sous forme de grains noirs 
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Objectif 5 : Indiquer l'apport (but ) de chaque procédé de 
contraste électronique dans l'analyse morphologique d'un 
échantillon 


A - le contraste (coloration 


But : Décrire fineme 


Donc réa ise 




llulaires 


Itra 'structurale 
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Objectif 5 : Indiquer l'apport (but ) de chaque procédé de contraste 
électronique dans l'analyse morphologique d'un échantillon 

Ultrastructure d'un monocyte sanguin X 20 D00 ' 

Zones claires 

I 

é transmis 



Zones sombres 
opaques aux é"- 

l 


Contraste positif 
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Objectif 5 : Indiquer l'apport (but ) de chaque procédé de contraste 
électronique dans l'analyse morphologique d'un échantillon 

Ultra structure d'une portion de cellule 
hépatique 


Ultra structure du noyau de 
cellule glandulaire 
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Objectif 5 : Indiquer l'apport (but ) de chaque procédé de contraste 
électronique dans l'analyse morphologique d'un échantillon 


Observation de détails plus fin 


Ultra structure de mitochondrie / 
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Objectif 5 : Indiquer l'apport (but ) de chaque procédé de 
contraste électronique dans l'analyse morphologique d'un 
échantillon 



facadm16@gmail.com 


Participez à "Q&R rapide" pour mieux préparer vos examens 


2017/2018 




Sur: www.la-faculte.net 


Espace E-learning pour apprentissage gratuit online 


Pour utilisation Non-lucrative 


Objectif 5 : Indiquer l'apport (but ) de chaque 
procédé de contraste électronique dans l'analyse 
morphologique d'un échantillon 

B - Technique de coloration négative 


BUT 


r 


\ 




Description morphologique (morphqjogie externe ) de 
macromolécules(ATP osomes ) ou d'organites (ex :les 
ribosomes ), de virus , ’ 
isolement . 

Architee(u 


mais apres 




les éléments du cytosquelette 


(microtubules , microfilament d'actine..), de la 
chromatine , des pores nucléaires , mais après 
isolement . 
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Objectif 5:Indiquer l'apport de chaque procédé de contraste 
électronique dans l'analyse morphologique d'un échantillon 




B- Contraste par coloration négative 
Morphologie externe de virus isolés à 

cellules infectées 


Virus Ebola 










Ces différents virus 
apparaissent en clair 
sur un fond sombre 
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Objectif 5:Indiquer l'apport de chaque procédé de contraste 
électronique dans l'analyse morphologique d'un échantillon 
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Objectif 5 : Indiquer l'apport (but)de chaque procédé de 
contraste électronique dans l'analyse morphologique d'un 
échantillon 


C - La Technique d'autoradiograi 


But : Etudie la Cinétique d'un métabolisme 'cellulaire ou 
localisation de molécules organique%et suivi de leur cinétique 
(tableau p.14 ) . \ ^ 
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Objectif 5 : Indiquer l'apport (but)de chaque procédé de contraste 
électronique dans l'analyse morphologique d'un échantillon 

\ 


Marquage à la leucine radioactive et suivi des protéines 
nouvellement synthétisées dans la cellule pancréatique 



iay \ . W _*• d* “ ■ ■. 
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Espace E-learning pour apprentissage gratuit online 

Objectif 5 : Indiquer l'apport(but)de chaque procédé de contraste 
électronique dans l'analyse morphologique d'un échantillon 

r\v\’ 


Cinétique de la synthèse et de l'emballage des produits de 
sécrétion (protéines ) dans une cellule pancréatique 
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dictyosome 


REG 


noyau 


mitochondrie 


eme 

mps 


pôle basal 


Intérêt de la technique d'autoradiographie 


4eme 


exocytose 


Suivi du trajet de protéines 
néoformées 


Lumière de l'acinus 


% 


emps 


em 


tem 


grain de zymogèn 


pôle apical 


I = ip 3ftiln 
t = t 0 *- 10min 
* * tp-*- 4Urwfi 
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temps auquels 
on observe les 
grains d'argent 
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Cinétique des acides nucléiques 


Marquage à l'uracile H3 (précurseur 
radioactif ) et suivi de l'ARN m 




Marquage à la Thymine radioactif et 
localisation de l'ADN dans le noyau 

d 


temps 


Grains d Ag 
au niveau 
noyau 




du 


\ f m; : h «JÇvt £ 

> :É4 'f& : ■' k l) œ : - v r 


Grains _ 
d'argent 


Grains d Ag 
au niveau du 
cytoplasme 
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Objectifs spécifiques 


B - Le microscope électronique à balayage 


. C & 


Objectif 1 : Donner le princip 
microscope électronique à 



Objectif 2 : Déterminer les domaines de son utilisation. 
Objectif 3 : Citer les étapes préparatoires d’un échantillon en 
vue de son analyse tridimensionnelle (la technique de 
cryodécapage / ombrage métallique ). 
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Objectif 1 : Donner le principe de fonctionnement du 
microscope électronique à balayage. 


Principe de fonctionnement du MEB : observatiô 




flexion 


Colonne 
électronique 
sous vide 


facadm16@gmail.com 


Participez à "Q&R rapide" pour mieux préparer vos examens 


2017/2018 



Sur: www.la-faculte.net 


Espace E-learning pour apprentissage gratuit online 


Pour utilisation Non-lucrative 


Objectif 1 : Donner le principe de fonctionnement 
du microscope électronique à balayage. 



heurte tension 


caméra 


— écran 

de télévision 


Bobines déflectrices du 
faisceau électronique 
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Objectif 1 : Donner le principe de fonctionnement 
du microscope électronique à balayage. 

L'observation par réflexion : système fie balayage 





Canon à 
électrons 


Lentille 

du condenseur 


Déflecteur du faisceau 


détecteur d'electrons 
secondaires 


Lentille de 
l'objectif 


Électrons 
du spécimen 


Spécimen massif 
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Objectif 1 : Donner le principe de fonctionnement du 
microscope électronique à balayage. 




Principe de fonctionnement du MEB 


Electrons primaires 


Grille 


•étectei 


tecteur 
'électrons 
condaires 




n 




Image en 
3D sur 
Écran TV 


Contraste de la surface par ombrage métallique et son 
balayage par le faisceau d'électrons 
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Objectif 2: Déterminer les domaines d’utilisation du MEB 


La microscopie électronique à balayage 


But : 


Etude morphologi 



Révéler les surfac 
à étudier . 


échantillons 
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Objectif 2 : Déterminer les domaines d’ utilisation du MEB . 

"S v 

TecKfiiSh 


MEB 


Ombrage 
métallique 


/ 





sÇ Cryodécapage 

+ombrage métallique 




1 


métallisi 



Etude des 
surfaces externes 


Obtention d'une 
réplique 

I 

Etude des 
surfaces internes 
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Objectif 2 : Déterminer les domaines d’utilisation du MEB . 



1 - Observation de répliques de surfaces internes après cryodécapage 


0& v 

ryodécapa 


Levure de bière 
au MEB 


Réplique d'une portion de 
cellule hépatique 
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Objectif 2 : Déterminer les domaines d’ utilisation du MEB . 

Observation de réplique après cryodécapage 

Réplique de la membrane plasmique (surface internejet mise en 
évidence de particules membranaires ' 

Extérieur 


membrane 



demi-membrane 

face 

externe ( E ) 


— — — — plan de fracture 
face |>roto- 
■ plasmique (p) 
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Objectif 2 : Déterminer les domaines d’ utilisation du MEB 
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Objectif 2 : Déterminer les domaines d’ utilisation du MEB 


Observation de surfaces externes d'échantillons entie 

. N. \ 


Caillot 

sanguin 


Aspect biconcave 
des globules rouges 
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Objectif 3 : Citer les étapes préparatoires d’un échantillon en vue 
de son analyse tridimensionnelle (la technique de cryodécapage / 

ombrage métallique ) 


CiO T 

La technique de cryodécapage ou de réplique(surface 

tue 


La technique de cryodéca 
applicable au MEB et 


La congélation de 


la cryofracture 

v 



Le décapag 
I ombrage mét alliq 




rfaces internes) 

s\ 

alement 


\ 

ener 
me suit : 


/ ü 
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Objectif 3 : Citer les étapes préparatoires d’un échantillon en 
vue de son analyse tridimensionnelle (la technique de 
cryodécapage / ombrage métallique ) 

Principe de l'Obtention d'une réplique(moule) de la surface interne 


crvof facture 



, .. biologique 

observation de la 

réplique 
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Objectif 3 : Citer les étapes préparatoires d’un échantillon en vue 
de son analyse tridimensionnelle (la technique de cryodécapage / 

ombrage métallique) page 30 fascicule 1 
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Objectif 3 : Citer les étapes préparatoires d’un échantillon en vue 
de son analyse tridimensionnelle (la technique de cryodécapage / 


ombrage métallique ) . 






Carbont 


5 Addition do carbone pour former une surlace continue 




6. Lo tissu est dissous avec un acids et la réplique métallique 
peut Aire cxaminôo au microscope électronique 


'Ve 
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echnique 
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L' Ombrage métallique 


soacinwn 
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Objectifs spécifiques 




Objectif 1 :Citer les procédés d'isolement des composants 
cellulaires (UCD, UGD). 

Objectif 2 : Lister les structures obtenues dans chaque culot après 
application d'une ultra- centrifugation différentielle (UCD). 

Objectif 3 :Listç» les structureswecueillies à partir de chaque 
culot après application d'une ultra ^centrifugation sur gradient de 
densité (UGD). ^ 

Objéctif 4 indiquer les techniques de contraste et d'analyse 
plicabl es su ries structures isolées (contraste négatif, 
matographie et électrophorèse). 
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Objectif 1 :Citer les procédés d'isolement des 
composants cellulaires (UCD, UGD). 


La Technique d'isolement 


I 


© 

Homogénéisation 
du tissu 



Homogénat 
cellulainèwA ' 


<"Ultracen£rifugatior 
différentielle UCD 







Fractions/ Surnageants 
Culots 


Ultracentrifugation 
sur gradient de 
densité de 
saccharose UGD 

I 

Bandes 


facadm16@gmail.com 


Participez à "Q&R rapide" pour mieux préparer vos examens 


2017/2018 


Sur: www.la-faculte.net 


Espace E-learning pour apprentissage gratuit online 


Pour utilisation Non-lucrative 


Objectif 1 :Citer les procédés d'isolement des 
composants cellulaires (UCD, UGD). 

1 - Principe de fractionnement / homogénéisation 


■5fc 


’ •?// 

r •) • 
W/* 

y. (. • 


I 




• • 

S: 


ter» 

• • , ♦ *fO • « 



Homogénat 

cellulaire 



(?) break cells with 
htgh (requencv 
Sound 



(3) force cetls through 
a small hôte usmg 
high pressure 


(?) use a r ruld deterqent 
to make holes m the 
plasma membrane 



(4) shear cells between 
a dose-fittmg rotatmg 
plungor and Ibe thick 
walls of a glass vessel 



VVben carefully applied. 
homogent/atlon leaves most 
of the membrane- bounded 
organelles intact. 
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Objectif 1 :Citer les procédés d'isolement des composants 
cellulaires (UCD, UGD). 


Les méthodes de fractionnement consiste 
les différents composants cellulaires 
la membrane plasmique, puis 
cellule. 



SÈ 


arer 


estruction de 
de la 



es constituants de la 


On obtient un bdmogén 

cellule. La plupart des organites restent intactes, l'appareil 
‘ ‘ et le réticulum endoplasmique vont être fragmentés 



e de y 


appelées microsomes. 
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Objectif 1 :Citer les procédés d'isolement des 
composants cellulaires (UCD, UGD). 




2- L'ultracentrifugation différentielle 


1 




yCQ 

La centrifugation différentielle est un procédé de séparation des 
composés de l'homogénat en fonction de leur différence 
de densité en les soumettant à une force-centrifuge 
Pour se faire on centrifuge l'homogénat à différentes vitesses ; 
à chaque vitesse, différents organites se déposent dans le culot . 

> L'appareil utilisé est une machine tournante à grande vitesse 
nommée centri* 



.a vitesse de sédimentation est définie par le coefficient 
de sédimentation en unité Svedberg (S). 
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Objectif 1 :Citer les procédés d'isolement des 
composants cellulaires (UCD, UGD). 

La centrifugeuse et centrifugation 

La centrifugeuse est constituée d'un axe portant un rotor 
spécial . Le rotor porte des emplacements qui peuvent recevoir 


des tubes contenants les 


prep 
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Objectif 1 :Citer les procédés d'isolement des composants 
cellulaires (UCD, UGD ) 



facadm16@gmail.com 


Participez à "Q&R rapide" pour mieux préparer vos examens 


2017/2018 


Sur: www.la-faculte.net 


Espace E-learning pour apprentissage gratuit online 


Pour utilisation Non-lucrative 


Objectif 1 :Citer les procédés d'isolement des 
composants cellulaires (UCD, UGD ) 


La centrifugeuse 
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Objectif 1 : Citer les procédés d'isolement des 
composants cellulaires (UCD, UGD ) 


2-1 - La centrifugation différentielle 

Les constituants de l'homogénat se déposent selon leur densité a 
des vitesses de centrifugation différeptef / 
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Objectif 1 :Citer les procédés d'isolement des composants 
cellulaires (UCD, UGD ) 

2- 2 - La centrifugation sur gradient de densité de saccharose ou 
UGD 

La centrifugation ( étape 4) entraine le déplacement des 
composants du culot ( récupéré à l'UCD ) à travers le gradient de 
densité de saccharose et s'arrêtent en une bandera leur densité 
(étape 5) . 


Technique 
d'UGD 




Purification de 

chaque culot 

\ 



facadm16@gmail.com 


Small-size 
DNA molécules 

Medium-size 
DNA molécules 


Large- s 

DNA molécules 

Participez à "Q&R rapide" pour mieux préparer vos examens 





2017/2018 



Sur: www.la-faculte.net 


Espace E-learning pour apprentissage gratuit online 


Pour utilisation Non-lucrative 


Objectif 1 : Citer les procédés d'isolement des 
composants cellulaires (UCD, UGD ) 
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Objectif 2 : Lister les structures obtenues dans chaque culot après 
application d'une ultra- centrifugation différentielle (UCD). 
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Objectif 3 :Lister les structures recueillies à partir de 
chaque culot après application d'une ultra centrifugation 
sur gradient de densité (UGD). 


Structures recueillies par UGD du 2 eme culot 
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Contenu de chaque culot après UGD 


Culot 1 = noyaux + éléments du cytosq 


Culot 2 = mitochondries + lysos 
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Objectif 4 indiquer les techniques de contraste et d'analyse 
applicables sur les structures isolées (contraste négatif, 
chromatographie et électrophorèse) . 


pour 


1 - La Technique de coloration négative^ diapos 7 -8 -9 
l'étude morphologique (contraste négatif ) des structures isolées 
(ribosomes , macromolécules, éléments du eÿtosquelette, 
chromatine , complexe Hp^nrec \ 




2 - La chromatographie et l'électrophorèse : pour l'analyse 
biochimique des structures isolées par centrifugation . 
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